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ABSTRAK 
Keberhasilan suatu PCR dipengaruhi oleh beberapa faktor. Dalam pelaksanaan PCR diperlukan 
komponen-komponen seperti templat DNA dan primer.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
parameter yang utama dalam mempengaruhi kualitas produk PCR dan kondisi optimal dalam 
pelaksanaan PCR. Sampel yang digunakan yaitu ikan Medaka Oryzias spp. dari Daerah Aliran 
Sungai (DAS) Maros. Jaringan otot ikan diekstraksi untuk mendapatkan templat DNA menggunakan 
metode double spin column. Primer yang digunakan yaitu 12s rRNA dan 16s rRNA. Analisis data 
dilakukan dengan mengamati secara visual band DNA yang didapatkan pada hasil elektroforesis. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil amplifikasi menggunakan metode PCR berdasarkan DNA 
mitokondria 12s rRNA dan 16s rRNA sampel ikan Medaka dari Daerah Aliran Sungai (DAS) Maros 
sangat dipengaruhi oleh konsentrasi primer. Kondisi optimal untuk proses amplifikasi yaitu 
konsentrasi primer 1 µM, 1 µl templat DNA, suhu annealing 55
o
C selama 30 detik, dan 30 siklus.  
Kata kunci : Medaka, Oryzias spp., PCR, konsentrasi primer, templat DNA 
 
ABSTRACT 
The success of a PCR is influenced by several factors. In the application of PCR technique required 
components such as DNA template and primer. This study was conducted to know the main 
parameters that affecting PCR product quality and to determine the optimal condition for the 
application of PCR. Sample of DNA used was Oryzias fish from Bantimurung rivers. Fish muscle 
was extracted to obtain DNA template using double spin column method. The primers used for PCR 
reaction are 12s rRNA and 16s rRNA. To obtain the optimal condition of PCR technique, DNA 
template was performed in the different volume (0.5 µl and 1 µl) and primers were performed in the 
different concentration for PCR cocktails (1 µM and 10 µM). Data from electrophoresis visualized 
DNA bands were analyzed descriptively. The result showed that amplification result of PCR with 12s 
rRNA and 16s rRNA primers for Oryzias fish DNA was effected by the concentration of primers. 
Optimal condition for PCR reaction of Oryzias fish DNA was 1 µM primer, 1 µl DNA template, 
annealing temperature 55
o
C for 30 s and 30 cycles. 
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PENDAHULUAN 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
adalah suatu teknik sintesis dan amplifikasi 
DNA secara in vitro. Teknik ini pertama kali 
dikembangkan oleh Karry B Mullis pada 
tahun 1985. Teknik PCR dapat digunakan 
untuk mengamplifikasi segmen DNA dalam 
jumlah jutaan salinan hanya dalam beberapa 
jam (Handoyo dan Ari, 2000). Keberhasilan 
amplifikasi dalam reaksi PCR ditentukan ada 
tidaknya primer oligonukleotida yang 
menempel dan menyatu dengan DNA 
template. Primer akan menempel pada DNA 
genom yang memiliki susunan basa nukleotida 
yang komplemen dengan susunan basa pada 
primer (Sunandar dan Imron, 2010). Di 
samping ditentukan ada tidaknya situs 
penempelan primer, keberhasilan amplifikasi 
dipengaruhi pula oleh volume dan konsentrasi 
komponen dalam reaksi PCR, antara lain 
enzim DNA polymerase, templat DNA, 
primer, dNTP, buffer, serta kondisi reaksi PCR 
(Sambrook and Russell, 2001).  
Penelitian ini menggunakan sampel 
ikan Medaka Oryzias spp. yang diambil dari 
Daerah Aliran Sungai (DAS) Maros. Pada 
umumnya ikan Medaka di Sulawesi Selatan, 
khususnya Daerah Aliran Sungai (DAS) 
Maros, belum diidentifikasi mengenai 
keragaman genetik. Salah satu teknik yang 
digunakan untuk melihat keragaman genetik 
yaitu dengan proses sekuensing. Produk 
amplifikasi yang digunakan dalam sekuensing 
sebaiknya memiliki kualitas dan kuantitas 
yang tinggi untuk hasil yang optimal. 
Optimasi perlu dilakukan untuk memperoleh 
produk PCR yang berkualitas dan berkuantitas 
tinggi dengan memodifikasi komponen 
ataupun kondisi reaksi PCR. Oleh karena itu, 
penelitian ini diharapkan dapat mengetahui 
komponen dan kondisi PCR yang tepat 
sehingga dapat  dimanfaatkan sebagai 
database awal dan acuan metode untuk 
mendapatkan DNA hasil amplifikasi yang 
berkualitas baik dan konsisten pada ikan 
Medaka Oryzias spp. di Daerah Aliran Sungai 
(DAS) Maros. 
 
METODE PENELITIAN 
 Bahan-bahan yang digunakan pada 
saat pengambilan sampel yaitu plastik sampel, 
oksigen, tabung sampel 1.5 ml, formalin 4% 
dan ethanol 99,99%. Bahan-bahan yang 
digunakan pada saat ekstraksi dan amplifikasi 
DNA yaitu sampel daging Ikan Medaka 
Oryzias spp., tabung 1.5 ml, micro-tips, PBS 
1%, tisu, DNEasy Blood & Tissue Kit 
(QIAGEN, Germany), PCR tube, primer, 
KAPATaq ReadyMix™, DNA template, 
Nuclease Free Water (QIAGEN, Germany), 
gel Agarose 1% dan 2%, loading dye 6x, 
buffer TAE, DNA Ladder (Middle Range dan 
High Range), parafilm, GelRed™ (BIORAD), 
dan plastik. 
 Alat-alat yang digunakan yaitu jaring 
serok, kotak alat, akuarium, freezer, scapel, 
blade, pinset, pipet tetes, rak tabung 1.5 ml, 
spidol, pinset, gunting, mikropipet, waterbath, 
vortex, sentrifuge, freezer, mesin PCR, power 
supply, rak tabung PCR, gelas kimia, tabung 
Erlenmeyer, sendok timbangan, neraca 
analitik, microwave, cetakan gel, mesin 
elektroforesis, UV transiluminator, dan 
kamera. 
1. Preparasi Sampel 
Pengambilan sampel ikan Medaka 
Oryzias spp. dilakukan di Daerah Aliran 
Sungai (DAS) Maros, digunakan dua stasiun 
sebagai representatif yaitu di hulu Sungai 
Pattunuangassue dan hilir Sungai Maros, 
Kabupaten Maros, Sulawesi Selatan. Setiap 
stasiun di bagi menjadi tiga titik pengambilan 
sampel dengan jumlah sampel sebanyak 30 
ekor per titik dan digunakan 5 sampel untuk di 
analisis di laboratorium genetika. Sampel ikan 
Medaka diambil secara random dari 30 ekor 
sampel yang telah diambil di setiap titik lokasi 
pengambilan sampel menggunakan jaring 
serok, sisanya akan dipelihara di Medaka 
Study Centre (MSC) Universitas Hasanuddin 
sebagai cadangan bila dibutuhkan. Sampel 
ikan Medaka yang masih hidup dibawa ke 
laboratorium dan dimasukkan ke freezer 
hingga mati membeku. Sampel daging dari 
bagian kanan tubuh ikan Medaka yang telah 
mati diambil dengan cara difilet dari bagian 
pangkal ekor ke bagian perut/kepala, lalu 
disimpan didalam tabung sampel 1,5 ml yang 
berisi ethanol 99,99%.  
 
 
2. Ekstraksi dan Amplifikasi DNA 
Sebagian daging (jaringan otot) dari 
beberapa sampel ikan Medaka diambil 
masing-masing sekitar 20 mg. Ekstrak DNA 
didapatkan dari sel-sel di jaringan otot dengan 
menggunakan metode Double Spin Column 
(QIAGEN, Jerman). Ekstrak DNA yang 
diperoleh kemudian diamplifikasi melalui 
reaksi Polymerase Chain Reaction (PCR) 
menggunakan primer L1091 (F), H1478 (R)  
12S rRNA (Kocher et al., 1989) dan primer 
L2606 (F), H3056 (R) 16S rRNA (DNA 
Mitokondria). 
Komponen PCR (PCR cocktails) yang 
digunakan untuk satu kali reaksi adalah 10 µl 
2x KAPATaq ReadyMix™ ; 0.8 µl Forward-
Reverse primer (konsentrasi 1 µM dan 10 µM) 
; 1 µl dan 0.5 µl DNA template; Nuclease Free 
Water (QIAGEN, Germany) hingga mencapai 
volume 20 µl. Proses amplifikasi mengikuti 
kondisi siklus yaitu pre-denaturasi 94ºC 
selama 5’; 30 siklus amplifikasi (94ºC, 30’’; 
55ºC, 30’’; 72ºC 30’’); dan 72ºC selama 5’ 
untuk proses ekstensi final.  
 
3. Elektroforesis 
Selanjutnya, DNA hasil amplifikasi 
dipisahkan melalui proses elektroforesis 
selama 20’ menggunakan gel Agarose 2% 
(w/v) yang terlarut dalam buffer TAE 
kemudian diwarnai menggunakan GelRed™ 
(BIORAD) dan divisualisasi di bawah sinar 
ultraviolet. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Optimasi Konsentrasi Primer dan Volume 
Templat DNA pada Amplifikasi mtDNA  
Hasil dari proses PCR dan visualisasi 
elektroforesis dilakukan sebanyak 9 kali 
secara bertahap hingga mendapatkan 
komponen PCR yang optimal dengan hasil 
pita DNA yang baik. Pita DNA yang muncul 
menunjukkan bahwa proses amplifikasi 
menggunakan primer mtDNA 12S rRNA dan 
16s rRNA dapat teramplifikasi secara 
sempurna pada mtDNA Oryzias spp. dari DAS 
Maros. Dari 6 kali amplifikasi, dihasilkan pita 
DNA yang cukup baik, namun masih 
diragukan kemurniannya ditandai dengan 
tampilan  pita  DNA yang masih terdapat 
smear. Dengan hasil produk PCR seperti itu 
belum dapat dimanfaatkan untuk analisis 
selanjutnya. Tiga kali amplifikasi selanjutnya 
mendapatkan hasil yang sangat baik, sehingga 
dapat dimanfaatkan untuk analisis selanjutnya 
yaitu sekuensing. 
 
Gambar 1. Elektroforegram Hasil Amplifikasi I 12s 
rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
SPG = Sungai Pattunuangasue 
MRS = Sungai Maros 
Hasil amplifikasi I (Gambar 1) 
menggunakan primer 12S rRNA ini 
menggunakan PCR cocktail 20 µl untuk satu 
kali reaksi dengan komponen : KAPATaq 
Readymix sebanyak 10 µl, DNA template 
sebanyak 1 µl, primer forward-reverse 12s 
rRNA sebanyak 0.8 µl dengan konsentrasi 
primer 10 µM dan tambahan  nuclease free 
water hingga mencapai total volume 20 µl.  
Berdasarkan penggunaan PCR cocktail 
tersebut, elektroforegram menunjukkan 
kondisi pita  DNA yang belum berkualitas 
baik pada beberapa sampel, terlihat dari 
adanya smear. Hal tersebut dapat disebabkan 
oleh kurang optimalnya komponen dari PCR 
cocktail. 
Gambar 2. Elektroforegram Hasil Amplifikasi II 12s 
rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
Selanjutnya, hasil Amplifikasi II 
(Gambar 2) dengan mengikuti komposisi PCR 
cocktail Amplifikasi I membuktikan bahwa 
komposisi PCR cocktail tersebut belum 
optimal karena masih terdapat smear sekitar 
DNA seperti terlihat pada elektroforegram. 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. Elektroforegram Hasil Amplifikasi III 
12s rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
Pada hasil amplifikasi III (Gambar 3) 
ini dilakukan perubahan hanya pada volume 
DNA templat dari 1 µl menjadi 0.5 µl dan 
komponen PCR lainnya tetap, seperti 
KAPATaq Readymix sebanyak 10 µl, primer 
forward-reverse 12s rRNA sebanyak 0.8 µl 
dengan konsentrasi primer 10 µM dan 
tambahan nuclease free water hingga 
mencapai total volume 20 µl. Dengan 
komponen PCR tersebut, terlihat pada 
elektroforegram masih terdapat smear sekitar 
pita DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Elektroforegram Hasil Amplifikasi IV 
12s rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
 
Gambar 5. Elektroforegram Hasil Amplifikasi V 12s 
rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
Gambar 4 dan 5 menunjukkan bahwa 
pita DNA yang dihasilkan belum cukup baik 
karena masih terdapat smear yang panjang 
pada semua sampel. Amplifikasi IV dan V ini 
mengikuti komposisi PCR cocktail amplifikasi 
III. Hal itu berarti perubahan volume DNA 
template belum dapat dibuktikan sebagai 
parameter utama untuk melihat kualitas 
produk PCR / hasil amplifikasi yang baik. 
Sama halnya yang dilakukan pada primer 16S 
rRNA (Gambar 6). Dengan volume DNA 
template 0.5 µl belum menghasilkan pita DNA 
yang bersih dari smear yang menunjukkan 
kualitas produk PCR yang baik.  
 
 
 
 
 
 
Gambar 6. Elektroforegram Hasil Amplifikasi I 16s 
rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
 
Setelah melihat lima visualisasi hasil 
amplifikasi menggunakan primer 12S rRNA 
dan satu kali menggunakan primer 16S rRNA 
dengan perubahan volume DNA template, 
yang belum menghasilkan kualitas produk 
PCR yang baik, selanjutnya dilakukan 
optimasi pada salah satu komponen PCR 
lainnya yaitu konsentrasi primer pada 16S 
rRNA (Gambar 7 dan 8). Konsentrasi primer 
dari 10 µM menjadi 1 µM dengan volume 
primer yang tetap yaitu 0.8 µl. 
 
Gambar 7. Elektroforegram Hasil Amplifikasi II 16s 
rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
 
Gambar 8. Elektroforegram Hasil Amplifikasi III 
16s rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
Hasil amplifikasi menggunakan 
konsentrasi 1 µM (Gambar 7 dan 8) 
menghasilkan pita DNA yang berkualitas baik 
pada semua sampel. Sehingga hal ini 
membuktikan konsentrasi primer sebagai 
parameter utama untuk menghasilkan produk 
PCR yang baik pada primer 16S rRNA, 
sedangkan untuk 12S rRNA dilakukan 
optimasi pula pada konsentasi primer 1µM 
dengan diambil 6 sampel terbaik dari setiap 
hasil amplifikasi primer 12s rRNA 
berdasarkan kebersihan pita DNA dari smear 
dan untuk membuktikan pada primer 16s 
rRNA dilakukan hal yang sama. Enam sampel 
terbaik pada hasil amplifikasi I-V 12s rRNA 
yaitu SPG 1-3, SPG 2-3, SPG 3-3, MRS 1-3, 
MRS 2-2, MRS 3-2 dan sampel terbaik  pada 
hasil amplifikasi I-III 16s rRNA yaitu SPG 1-
4, SPG 2-4, SPG 3-4, MRS 1-4, MRS 2-4, 
MRS 3-4. 
 
Gambar 9. Elektroforegram Hasil Amplifikasi dari 
Sampel Pilihan 12sr RNA dan 16s rRNA 
MR = Middle Range DNA Ladder (Marker) 
 Dari hasil amplifikasi (Gambar 9) 
dapat dilihat bahwa pita DNA tampak pada gel 
agarose berkualitas sangat baik dan bersih 
tanpa smear. Perubahan konsentrasi dari 10 
µM menjadi 1 µM terbukti sangat 
berpengaruh terhadap kualitas produk PCR, 
baik itu pada primer mtDNA 12S rRNA 
maupun 16S rRNA, sehingga sangat baik 
digunakan untuk analisis selanjutnya. Dari 
semua hasil amplifikasi menunjukkan bahwa 
pita DNA menggunakan primer 12S rRNA 
terletak bersinggungan dengan marker 400 bp. 
Hal ini dapat membuktikan bahwa hasil pita 
DNA tersebut berada dikisaran 400 bp. Hal 
tersebut sesuai dengan hasil penelitian 
Takehana tahun 2005 yaitu 397 bp. 
Berdasarkan NCBI, pada Oryzias celebensis 
yaitu 385 bp (AB188691.1) dan Oryzias 
javanicus yaitu 386 bp (AB188698.1). 
 Letak pita DNA menggunakan primer 
16s rRNA berada diantara marker 400 bp dan 
850 bp. Letak tersebut sesuai dengan 
penelitian Takehana tahun 2005, pasangan 
basa yang dihasilkan yaitu 477 bp. Dari NCBI 
juga membenarkan letak tersebut, diantaranya 
Oryzias celebensis 470 bp (AB188718.1), 
Oryzias celebensis 614 bp (AB759209.1), 
Oryzias javanicus 470 bp (AB188725.1), 
Oryzias javanicus 613 bp (AB759215.1). 
 
KESIMPULAN DAN SARAN 
Kesimpulan 
Dari hasil penelitian ini dapat 
disimpulkan bahwa : 
1. Hasil amplifikasi dengan menggunakan 
metode Polymerase Chain Reaction (PCR) 
berdasarkan DNA mitokondria 12S rRNA 
dan 16S rRNA  sampel ikan Medaka dari 
Daerah Aliran Sungai Maros (DAS) sangat 
dipengaruhi oleh konsentrasi primer. 
2. Kondisi optimal untuk proses amplifikasi 
pada  ikan Medaka dari Daerah Aliran 
Sungai (DAS) Maros yaitu konsentrasi 
primer 1 µM, 1 µL templat DNA, suhu 
annealing 55ºC selama 30 detik, dan 30 
siklus. 
 
Saran 
Perlu dilakukan optimasi pada 
konsentrasi DNA template dan komponen 
PCR lainnya. Untuk analisis selanjutnya dapat 
dilakukan sekuensing untuk menghasilkan 
data yang lebih akurat. 
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